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Herbaspirillum seropedicae é uma Betaproteobacteria diazotrófica encontrada em 
associação com gramíneas de interesse econômico, como sorgo, milho e arroz. A fixação de 
nitrogênio em H. seropedicae é finamente regulada a nível transcricional pela proteína NifA. A 
proteína NifA é uma ativadora transcricional dos genes nif e pertence à família de ativadores 
transcricionais dependentes de σ54. A regulação da atividade dessa proteína depende dos níveis 
de amônio e oxigênio disponíveis. A regulação da atividade de NifA por amônio ocorre por meio 
de uma possível interação de seu domínio GAF N-terminal com proteínas da família PII, GlnB e 
GlnK, enquanto a regulação por oxigênio envolve um conjunto de 4 cisteínas regularmente 
espaçadas (Cys-X11-X19-Cys-X4-Cys) localizadas ao final do domínio AAA+ e início do 
interdomínio ID. Um trabalho anterior mostrou que uma proteína quimérica (NifAQ6) contendo a 
região C-terminal da NifA de A. vinelandii (posição 417 até 522) e a região N-terminal da proteína 
NifA de H.seropedicae (posição 1 até 409) não possui sensibilidade ao oxigênio e mantém o 
mesmo padrão de regulação por amônio observado em NifA de H. seropedicae, o que facilita o 
estudo da regulação da atividade de NifA por GlnK. Sabendo disso, o objetivo geral deste 
trabalho foi entender o mecanismo de regulação da atividade da proteína NifA de H. seropedicae 
pelas proteínas PII, através da caracterização in vitro da interação entre a proteína NifAQ6 e 
proteínas PII de H. seropedicae. Para isso, as proteínas NifAQ6, GlnK e GlnB, foram 
superexpressas em E. coli, purificadas, e utilizadas em ensaios de pull-down que mostraram a 
interação direta entre NifA e proteínas PII independente da presença ou ausência dos efetores 
2OG, ATP e ADP.  
 














Herbaspirillum seropedicae is a diazotrophic Betaproteobacterium found in association 
with grasses of economic interest such as sorghum, maize, and rice. Nitrogen fixation in H. 
seropedicae is finely regulated at the transcriptional level by the NifA protein. NifA is a 
transcriptional activator of the nitrogen fixation related nif genes, and belongs to the family of 
σ54-dependent transcriptional activators. The regulation of this protein's activity depends on 
the available nitrogen and oxygen levels. Ammonium regulation works by means of the 
proposed interaction of the NifA N-terminal GAF domain with the PII family proteins, GlnB and 
GlnK, which are able to activate NifA, while the oxygen control involves a set of 4 cysteines 
(Cys-X11-X19-Cys-X4-Cys), located at the end of the AAA + domain and at the beginning of 
the interdomain ID. A previous study found that a chimeric protein (called NifAQ6), which 
contains the C-terminal region of A. vinelandii NifA (positions 417 to 522) and the N-terminal 
region of the H. seropedicae NifA protein (positions 1 to 409), has been shown to have no 
oxygen sensitivity while retaining the ammonium regulation characteristic of H. seropedicae 
NifA, which facilitates the study of NifA activation by GlnK in vitro. Thus, the general objective 
of this work was to probe the mechanism of activity control of H. seropedicae NifA protein by 
PII proteins, through the in vitro characterization of the interaction of NifAQ6 and the PII 
proteins of H. seropedicae. For this, the proteins NifAQ6, GlnK and GlnB were overexpressed 
in E. coli, purified, and used for pull-down assays which showed the direct interaction between 
NifA and PII proteins regardless of the presence or absence of the common PII effectors 2-
oxoglutarate, ATP and ADP. 
 














LISTA DE ABREVIATURAS 
 
2OG 2- oxoglutarato (α-cetoglutarato) 
AAA+ [família de proteínas] ATPases associadas a diversas atividades celulares 
ADP Adenosina difosfato 
ATP Adenosina trifosfato 
Amp Ampicilina 
APS Persulfato de amônio, (NH4)2S2O8 
bEBP Bacterial enhancing binding protein 
Cm Cloranfenicol 
DMSO Dimetilsulfóxido, (CH3)2SO 
DNA Ácido desoxirribonucléico 
dNTP Mistura equimolar de deoxinucleotídeos (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 
DO600nm Densidade óptica (absorbância) medida com comprimento de onda de 600nm 
EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético, (CH2COOH)2N-(CH2)2-N(CH2COOH)2 
FAD Flavina-adenina-dinucleotídeo 
FMN Flavina monocleotídeo 
GAF [domínio proteico] domínio associado a fosfodiesterases cGMP-específicas, 
adenilil ciclases e FhlA 
GDH Glutamato desidrogenase 
GOGAT Glutamina-oxoglutarato aminotransferase 
GS Glutamina sintetase 
HTH [domínio proteíco] Domínio de ligação ao DNA contendo um motivo hélice-
volta- hélice 
IPTG Isopropil – β- D-1-tiogalactopiranosídeo 
Kacf Mistura de acetato de potássio e ácido fórmico 
kDa kiloDaltons 
Km canamicina 
LA Meio de cultivo Lysogeny Agar 
LB Meio de cultivo Lysogeny broth 
MCSI Sítio de policlonagem 1 do vetor pETDuet1 e derivados 
MCSII Sítio de policlonagem 2 do vetor pETDuet1 e derivados 
NAD+ Nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado 
NADH Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido 
NADP+ Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidado 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo fostato reduzido 
NFDM NH4+-free Davis mininal medium 
ONPG Orto-nitrofenil-β-galactopiranosídeo 
PCR Reação em cadeia da polimerase 
PEG8000 Polietilenoglicol com massa molar numérica média de 8000 Daltons 
Pi Fosfato inorgânico, PO42- 
PII-UMP PII com grupo uridilil ligado ao resíduo de tirosina 51 
rpm Rotações por minuto 
SDS Dodecilsulfato de sódio, NaC12H25SO4 
SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS 
TEMED Tetrametilerilenodiamina (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 
Tris Tris(hidroximetil)aminometano (HOCH2)3CNH2 
UMP Uridina monofosfato 














LISTA DE FIGURAS 
FIGURA 1- REAÇÃO DE REDUÇÃO DE N2 A NH3 CATALISADA PELA NITROGENASE. ..... 15 
FIGURA 2- ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL. ............................................................................ 37 
FIGURA 3- ATIVIDADE DE β – GALACTOSIDASE DE CÉLULAS EXPRESSANDO A 
PROTEÍNA NifA.. ....................................................................................................................... 38 
FIGURA 4- EXPRESSÃO DE GlnK e GlnB l. ............................................................................. 39 
FIGURA 5- PURIFICAÇÃO GlnB EM COLUNA DE HEPARINA.   ............................................ 40 
FIGURA 6- PURIFICAÇÃO de GlnB EM COLUNA DE TROCA IÔNICA.. ................................. 41 
FIGURA 7 - PURIFICAÇÃO de GlnK EM COLUNA DE HEPARINA. ........................................ 42 
FIGURA 8- PURIFICAÇÃO DE his - GlnB EM COLUNA DE ÍONS NÍQUEL. ............................ 43 
FIGURA 9 - PURIFICAÇÃO DE his-GlnK  EM COLUNA DE ÍONS NÍQUEL.. ........................... 44 
FIGURA 10- PURIFICAÇÃO de GlnD EM COLUNA CARREGADA COM ÍONS NÍQUEL......... 45 
FIGURA 11 - TESTE DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 em E. coli JM109(λDE3) pRT22.. ............. 46 
FIGURA 12 - TESTE DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 EM DIFERENTE CONCENTRAÇÕES DE 
IPTG........................................................................................................................................... 47 
FIGURA 13-PURIFICAÇÃO de NifAQ6 EM COLUNA CARREGADA COM ÍONS COBALTO.. 48 
FIGURA 14 -PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE HEPARINA.. .................................. 49 
FIGURA 15- PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE TROCA IÔNICA. ........................... 50 
FIGURA 16- PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA........ 51 
FIGURA 17 - PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA. . .... 52 
FIGURA 18- URIDILILAÇÃO DE His - GlnB COM CAUDA DE HISTIDINA.. ............................. 53 
FIGURA 19 - ANÁLISE POR SDS - PAGE DE FRAÇÕES ELUÍDAS DE MAGNEHIS APÓS 
ENSAIOS DE INTERAÇÃO GlnK E NifAQ6 PURIFICADAS. .................................................... 54 
FIGURA 20 -  ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His-GlnB.. .................................... 56 
FIGURA 21 - ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His-GlnK....................................... 56 
FIGURA 22- INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His- GlnB URIDILILADA. ..................................... 57 
FIGURA 23 – ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE GlnB COM VARIANTES DE NifAQ6.. ............... 58 
FIGURA 24- MECANISMO FISIOLÓGICO PARA A REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DE HsNiFA 




LISTA DE TABELAS 
TABELA 1- BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS. ............................................................................... 25 
TABELA 2 - COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTURA NFDM. .................................................. 28 
TABELA 3 - SISTEMA DE REAÇÃO PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA. ............................ 31 
TABELA 4- COMPOSIÇÃO DOS GÉIS SDS-PAGE .................................................................. 31 























1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................... 14 
1.1. CICLO DO NITROGÊNIO E ORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS.................................. 14 
1.2. FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO .................................................................... 15 
1.3. CAPTAÇÃO E ASSIMILAÇÃO DE AMÔNIO ................................................................ 15 
1.4. PROTEÍNAS PII ............................................................................................................ 17 
1.5. OS GENES nif E A ALTERAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA EM RESPOSTA AOS 
NÍVEIS DE AMÔNIO .............................................................................................................. 19 
1.6. PROTEÍNA NifA ............................................................................................................ 20 
1.6.1. NifA de Herbaspirillum seropedicae ....................................................................... 21 
2. JUSTIFICATIVA .................................................................................................................. 24 
3. OBJETIVOS ........................................................................................................................ 24 
3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ......................................................................................... 25 
4. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................................. 25 
4.1. MICRORGANISMOS E VETORES ............................................................................... 25 
4.2. MEIOS DE CULTURA ...................................................................................................... 28 
4.3. ANTIBIÓTICOS............................................................................................................. 28 
TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR CHOQUE TÉRMICO ............................................ 28 
4.4. DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE DE Β–GALACTOSIDASE EM E. coli ..................... 29 
4.5. MANIPULAÇÃO DO DNA ............................................................................................. 29 
4.5.1. Extração de DNA plasmidial ................................................................................... 29 
4.5.2. Eletroforese de DNA .............................................................................................. 30 
4.5.3. Clonagem de DNA ................................................................................................. 30 
4.5.4. Sequenciamento de DNA ....................................................................................... 30 
4.6. MANIPULAÇÃO DE PROTEÍNAS ................................................................................ 31 
4.6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condição desnaturante (SDS-PAGE) .... 31 
4.6.2. Eletroforese não desnaturante de proteínas .......................................................... 32 
4.6.3. Expressão heteróloga das proteínas PII ................................................................ 32 
4.6.4. Expressão heteróloga proteína NifAQ6 .................................................................. 33 
4.6.5. Expressão heteróloga da proteína GlnD ................................................................ 33 
4.6.6. Purificação das proteínas PII nativa ....................................................................... 33 
4.6.7. Purificação das proteínas PII com cauda de histidina ............................................ 34 
4.6.8. Purificação de GlnD ............................................................................................... 34 
4.6.9. Purificação de NifAQ6 ............................................................................................ 35 
4.6.10. Ensaios de co – precipitação (pull – down) ......................................................... 35 
4.6.10.1. Quantificação do sinal de NifAQ6 ....................................................................... 36 
4.6.11. Uridililação das PII .............................................................................................. 36 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO .......................................................................................... 37 
5.1. ATIVIDADE DE NifAQ6 in vivo ..................................................................................... 37 
5.2. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS PII ................................................ 38 
5.2.1. Expressão e purificação das proteínas PII nativas ................................................. 38 
5.2.2. Expressão e purificação das proteínas PII com cauda de histidina ........................ 42 
5.3. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA GlnD ................................................. 44 
5.4. TESTES DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 em JM109 (ΛDE3) pRT22 .............................. 45 
5.5. PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 ........................................................................................... 47 
5.6. URIDILILAÇÃO DA PROTEÍNA His-GlnB .................................................................... 52 
5.7. ENSAIOS DE PULL- DOWN ........................................................................................ 53 
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS ................................................................................................ 59 


















1.1. CICLO DO NITROGÊNIO E ORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS 
O ciclo do nitrogênio é um dos ciclos mais importantes nos ecossistemas terrestres, pois 
o nitrogênio compõe biomoléculas essenciais como proteínas, ácidos nucléicos e clorofila, sendo 
um fator limitante para produtividade primária local (GRUBER & GALLOWAY, 2008). Esse 
elemento é abundante na atmosfera na forma molecular (N2), que é pouco reativa e não pode 
ser metabolizada por nenhum eucarioto e nem mesmo pela maioria dos procariotos. Apenas 
alguns organismos, denominados diazotróficos, são capazes de realizar a conversão do 
nitrogênio molecular (N2) a amônio (NH3), uma molécula facilmente assimilável. A capacidade de 
fixar nitrogênio é distribuída em diversos grupos pouco relacionados como sulfobactérias verdes, 
firmibacterias, actinomicetos, cianobactérias e proteobactérias, enquanto que em eucariontes 
essa capacidade não foi relatada (RAYMOND et al., 2004). 
 Os organismos diazotróficos podem ser de vida livre, associativos e simbiontes. Quando 
associados às plantas, além da fixação biológica de nitrogênio, essas bactérias podem promover 
o crescimento vegetal através da produção de substâncias que auxiliam o crescimento radicular, 
sendo então consideradas bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) (DIXON E 
KAHN, 2004; MOREIRA et al, 2010). Algumas espécies ainda podem ser fitopatógenas, como 
H. rubrisubalbicans, causador da doença da estria mosqueada em algumas variedades de cana-
de-açúcar (OLIVARES et al., 1997). 
 O organismo estudado neste trabalho, Herbaspirillum seropedicae, é uma espécie de 
microrganismo diazotrófico, Gram-negativo, que pertence à classe β das Proteobactérias. H 
seropedicae foi isolado pela primeira vez a partir da rizosfera e de raízes de gramíneas de 
interesse econômico como sorgo, milho e arroz (BALDANI et al., 1986). H. seropedicae é capaz 
de fixar N2 em condições de microaerobiose e baixa concentração de amônio extracelular (FU & 
BURRIS, 1989). A regulação da fixação de nitrogênio neste organismo foi alvo de diversos 
estudos (comentados na seção 1.6.1) que a caracterizaram como primariamente uma regulação 
transcricional da expressão dos genes nif controlada pelo ativador transcricional NifA, e 






1.2. FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 
A fixação biológica de nitrogênio é realizada através de um complexo enzimático 
conhecido como nitrogenase. Esse complexo é composto por duas proteínas, a dinitrogenase 
redutase (proteína Fe ou NifH), produto do gene nifH, e a dinitrogenase (proteína Fe-Mo ou 
NifDK), produto do gene nifDK. A proteína Fe é um dímero γ2 e contém um núcleo 4Fe-4S, 
enquanto a proteína Fe-Mo é um tetrâmero α2β2, com dois grupos prostéticos: 2 centros P e 2 
cofatores ferro molibdênio (FeMo). Ambas as enzimas são inativadas pela ligação de oxigênio 
(O2) aos grupos metálicos presentes em sua estrutura nativa (DIXON & KHAN, 2004).  
A reação de redução de dinitrogênio gasoso a amônio (FIGURA 1), catalisada pela 
nitrogenase, se inicia quando a proteína Fe é reduzida por ferredoxina ou flavodoxina, e liga-se 
a MgATP, provocando uma diminuição no seu potencial de redução em aproximadamente -120 
mV para cerca de -400 mV (LANZILOTTA et al., 1997). Essa redução no potencial propicia a 
transferência de elétrons da proteína Fe para a proteína Fe-Mo, que possui o sítio ativo da 
enzima (BURRIS, 1991). A transferência de elétrons está associada à hidrólise de MgATP para 
MgADP e Pi, sendo que ADP inibe a reação, e deve ser substituído novamente a ATP para que 
um novo elétron possa ser transferido da proteína Fe para a proteína Fe-Mo. A dinitrogenase 
catalisa a redução de outros substratos além do nitrogênio gasoso, entre eles cianeto, 
metilisocianeto, azida, acetileno, ciclopropeno e diazirina. Essa reação demanda um alto gasto 
de ATP (figura 1), e consequentemente é um processo finamente regulado (BURRIS, 1991; 
DIXON & KHAN, 2004). 
                FIGURA 1- REAÇÃO DE REDUÇÃO DE N2 A NH3 CATALISADA PELA NITROGENASE. 
 
Fonte: (Burris, 1991). 
1.3. CAPTAÇÃO E ASSIMILAÇÃO DE AMÔNIO 
As membranas bacterianas são permeáveis a NH3 e a difusão pode ocorrer nos dois 
sentidos. Essa difusão não é controlada e é muito lenta em pH baixo ou neutro. Quando os níveis 
de amônio extracelular estão altos, a passagem de amônio através da membrana se dá em 
resposta ao gradiente de concentração, podendo suprir o metabolismo celular. Por outro lado, 
quando a concentração de amônio extracelular está baixa, surge a necessidade de proteínas 
transportadoras de NH4+ (KLEINER, 1985). 
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A família de proteínas transportadoras de amônio (Amt) é encontrada em bactérias, 
arqueias, fungos, plantas e animais. As proteínas Amt possuem um núcleo conservado de 11 
hélices transmembranas e C terminal intracelular, formando um canal hidrofóbico pelo qual as 
moléculas de amônia passam. Normalmente a proteína possui 400-450 resíduos de 
aminoácidos, e em alguns casos a região C terminal pode ser estendida (JAVELLE et al., 2004). 
Em E. coli, o principal canal de amônia é a proteína AmtB, um trímero estável, cujo gene está 
presente no operon glnKamtB. Em altas concentrações de amônio este operon é pouco 
transcrito, enquanto que quando a concentração de amônio diminui, a expressão do operon é 
induzida (JAVELLE et al., 2005). O transportador AmtB apresenta grande afinidade por amônio 
que, quando se liga ao canal de entrada da proteína, é desprotonado a amônia devido à entrada 
em um canal que reduz pKa para <6. Ao atingir o meio intracelular, a amônia, é reprotonada a 
amônio (KHADEMI et al., 2004). 
O amônio assim obtido é convertido em glutamato e glutamina, que por sua vez servem 
como doadores de nitrogênio para reações biossintéticas. Existem duas vias principais de 
assimilação; uma delas envolve a ação sequencial das enzimas glutamina sintetase e glutamato 
sintetase (GS-GOGAT), que produzem glutamato a partir de amônia e 2- oxoglutarato (MERRICK 
& EDWARDS, 1995): 
 
A outra via de assimilação é realizada através da enzima glutamato desidrogenase (GDH), 
que catalisa uma aminação redutora de 2-oxoglutarato por amônia que resulta em glutamato, em 
uma reação que depende de NADPH (MERRICK & EDWARD, 1995): 
 
Na maioria das bactérias, a via GS-GOGAT é utilizada principalmente em condições 
limitantes de amônia, uma vez que a via GDH é ineficaz nestas condições devido ao Km 
relativamente alto da enzima (cerca de 1 mM) (MERRICK e EDWARDS, 1995). 
Em proteobactérias, proteínas da família PII, GlnK e GlnB, atuam como reguladores 
negativos do transportador AmtB, de acordo com a disponibilidade nitrogênio, devido à formação 
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do complexo GlnK – AmtB na membrana (COUTTS et al., 2002). Em H. seropedicae, amtB e 
glnK são coexpressos juntamente com o gene nlmA (previamente denominado apenas orf1, e 
de função desconhecida), e a expressão desse operon nlmAamtBglnK é regulada através de um 
promotor dependente de σ54, que é ativado por NtrC, quando a disponibilidade de nitrogênio é 
limitada (NOINDORF et al., 2006). glnB, por outro lado, é um gene monocistrônico, expresso 
constitutivamente (BENELLI et al., 1997). O papel das proteínas PII e o mecanismo pelo qual 
regulam a assimilação de amônio são bastante semelhantes em H. seropedicae e E. coli, e são 
revisados na seção seguinte. 
1.4. PROTEÍNAS PII 
As proteínas PII são amplamente distribuídas nos seres vivos, estando presentes tanto 
em eucariontes quanto em procariontes. As proteínas da família PII podem ser divididas em sete 
grandes grupos baseado em análises filogenéticas, sendo que o grupo de maior relevância para 
este trabalho é o grupo B/K que inclui as proteínas GlnB e GlnK de Proteobactérias (SANT’ANNA 
et al., 2009). Em Bacteria e Archaea, essas proteínas participam da integração de sinais dos 
níveis intracelulares de carbono e nitrogênio; a detecção desses sinais fornece a informação 
necessária para controlar a assimilação de nitrogênio (NINFA e ATKINSON, 2000). As proteínas 
PII são homotriméricas; em proteobactérias, especificamente em E. coli, cada monômero possui 
112 aminoácidos e três loops importantes: loop-T (37-55), loop-B (82-88) e loop-C (102-105), 
sendo esta estrutura bastante conservada. Os loops B e C formam o sítio de ligação a 
micromoléculas efetoras, que é localizado entre dois monômeros adjacentes. O T-loop é uma 
estrutura grande e móvel responsável pela maioria das interações com PII já estudadas; em 
proteobactérias, o resíduo Tyr51 presente neste loop pode ser modificado por uridililação 
reversível (CARR et al., 1996).  
A função das proteínas PII como sensores de carbono e nitrogênio depende de mudanças 
conformacionais geradas por sua ligação a moléculas efetoras como ATP, ADP e 2-oxoglutarato 
(2-OG), e de modificações pós-traducionais no loop-T (NINFA e JIANG, 2005; MERRICK, 2015). 
ATP e ADP ligam-se competitivamente aos mesmos sítios no trímero de PII, e as diferenças de 
conformação ocasionadas por cada um sinalizam o status energético da célula. A ligação de PII 
a 2-OG, por sua vez, serve como sinal dos níveis de intracelulares de carbono (por 2-OG ser um 
intermediário do ciclo do ácido cítrico) e nitrogênio (por 2-OG ser substrato para as reações de 
assimilação de amônio catalisadas por GOGAT e GDH). 2-Oxoglutarato só pode ligar-se aos 
sítios ativos de PII na presença de ATP, tornando, portanto, a sinalização de energia celular 
epistática sobre a sinalização de concentração de carbono/nitrogênio (NINFA e JIANG, 2005; 
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HUERGO et al., 2012; MERRICK, 2015). A ligação de efetores também influencia a ocorrência 
de uridililação reversível de seu resíduo Tyr51 por GlnD em proteobactérias, com a presença de 
ATP e 2-OG geralmente favorecendo a uridililação (BONATTO et al., 2007; NINFA & JIANG, 
2005). 
O modelo proposto de controle das PII sobre o fluxo de amônio em proteobactérias é 
baseado principalmente nos estudos realizados com as proteínas de E. coli. A disponibilidade de 
amônio leva a queda na concentração intracelular de 2-OG, devido a seu consumo na 
assimilação do amônio por GOGAT ou GDH; nesta situação, as proteínas PII são encontradas 
ligadas a ATP/ADP e 0-1 moléculas de 2-OG por trímero, e majoritariamente desuridililadas. 
Genes que codificam para proteínas PII, transcritos constitutivamente (GlnB) representam a 
maior parte do pool de PII. O canal de amônio AmtB se encontra bloqueado por interação com 
PII, e NtrB tem sua atividade quinase inibida por PII, impedindo a transcrição ativada por NtrC 
de ocorrer. A queda nos níveis de amônio disponíveis leva ao acúmulo de 2-OG intracelular, à 
ligação de 2-3 moléculas de 2-OG a cada trímero de PII ligada a ATP, e à uridililação de PII por 
GlnD. Nesta condição, PII dissocia-se do canal de amônio AmtB (permitindo o fluxo de amônio 
para dentro da célula) e de NtrB (permitindo a ativação de NtrC, e consequentemente a 
transcrição de todo o regulon NtrC), e a própria concentração de PII intracelular aumenta com a 
transcrição NtrC-dependente de GlnK. Esse modelo de regulação parece bastante conservado 
em proteobactérias. Por exemplo, em Azospirillum brasilense, para que GlnK interaja com AmtB, 
é necessário que ela esteja na forma não uridililada, o que geralmente ocorre após um choque 
de amônio (RODRIGUES et al., 2011). E em H. seropedicae após um choque de amônio, há um 
aumento de GlnK e GlnB associadas a membrana, o que não ocorre no mutante amtB (HUERGO 
et al., 2010). 
Em H. seropedicae, as duas proteínas PII presentes (GlnB e GlnK) podem ligar até três 
moléculas de ATP, ADP e 2-OG, todos com cooperatividade homotrópica negativa, sendo que a 
ligação de 2-OG estabiliza a ligação do ATP, aumentando a afinidade de PII por ATP (OLIVEIRA 
et al., 2015). A ligação competitiva dos efetores ATP e ADP causa alterações conformacionais 
nas proteínas PII de H. seropedicae, que podem influenciar na uridililação.  Em Herbaspirillum 
seropedicae, tal como em E. coli e na maioria das proteobactérias, as proteínas PII são 
uridililadas pela atividade de uma uridiltransferase (GlnD) em resposta aos níveis de glutamina 
intracelular. Quando concentração de glutamina é alta, as PII são desuridililadas, e quando a 
concentração de glutamina é baixa as PII são uridililadas. Os níveis dos efetores podem também 
influenciar na atividade da GlnD (BONATTO et al., 2007), a presença dos efetores α- 
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cetoglutarato e ATP, estimulam a uridililação, e inibem a atividade de desuridililação (BENELLI 
et al., 2001).  
Para GlnB a uridililação é mais eficiente na presença de ATP do que ADP. No entanto, 
para GlnK, a uridililação é similar na presença de ATP e ADP. (BONATTO et al., 2012). Além de 
alterar a superfície do loop – T exposta para interações intermoleculares, a uridililação altera a 
afinidade de GlnB e GlnK por ATP/ADP, sendo a afinidade das proteínas uridililadas pelos 
nucleotídeos, menor do que a proteínas não uridililadas (OLIVEIRA et al., 2015). O resultado 
disso é que, dependendo do estado de uridililação de PII e dos níveis intracelulares de ATP, ADP 
e 2-OG, as proteínas PII podem interagir com diferentes proteínas-alvo, regulando os 
metabolismos de carbono e nitrogênio.  
1.5. OS GENES nif E A ALTERAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA EM RESPOSTA AOS 
NÍVEIS DE AMÔNIO 
Os genes de fixação de nitrogênio, conhecidos como genes nif, codificam para proteínas 
envolvidas na biossíntese, maturação e montagem do complexo nitrogenase (CHUBATSU et al., 
2012). H. seropedicae adquiriu o cluster nif através de transferência horizontal de genes. Esse 
cluster possui 46 ORFs que são organizadas em sete operons. A expressão destes operons 
depende do fator σ54 e da proteína ativadora de transcrição NifA (PEDROSA et al., 2011). 
O σ54 (rpoN) regula início da transcrição de genes envolvidos no metabolismo do 
nitrogênio em reposta à estímulos ambientais ou fisiológicos (KUTSU et al.,1989). Este fator 
sigma único, não relacionado aos demais fatores sigma bacterianos, reconhece uma região 
conservada no promotor entre os elementos -12 e -24 a montante do início da transcrição do 
gene alvo e forma um complexo estável com o DNA (POPHAM et al., 1989). Apesar de ser 
constitutivamente expresso (CASTAÑO & BASTARRACHEA,1984), σ54 é intrinsicamente inativo, 
sendo a princípio capaz apenas de formar o complexo estável com o DNA e recrutar a RNA 
polimerase (ZHANG & BUCK, 2015). A transcrição só é iniciada quando uma enhancer binding 
protein bacteriana (BeBP) se liga a uma região UAS e recebe o estímulo apropriado, tornando –
se capaz de hidrolisar o ATP, gerando uma mudança conformacional no σ54 (RAPPAS et al., 
2007). 
Em Herbaspirillum seropedicae, a expressão de genes nif está sob o controle direto da 
BeBP NifA, cuja própria expressão está sob controle de um promotor σ54 e da BeBP NtrC 
(WASSEM et al., 2000;2002), que é o regulador global de resposta a níveis de nitrogênio em 
proteobactérias e forma um sistema de dois componentes com NtrB (STOCK et al., 2000). NtrC 
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(ntrC) (SHINGLER et al., 1993) possui três domínios distintos: o N- terminal com uma atividade 
regulatória, o central onde se encontra o domínio catalítico que interage diretamente com a σ54 
e possui um sítio de ligação de ATP, e o C- terminal que possui um motivo hélice- volta- hélice 
de ligação ao DNA (DRUMMOND et al., 1986). Apenas quando NtrC está fosforilada em seu 
domínio N-terminal, ela se torna ativa e é capaz de formar o complexo aberto necessário para o 
início da transcrição. A proteína responsável por essa fosforilação é uma histidina 
quinase/fosfatase denominada NtrB, cuja atividade é alvo da regulação de GlnB (NINFA & 
MAGASANIK, 1986). Na presença de amônio, GlnB desuridililada interage com NtrB, inibindo 
sua atividade autoquinase e estimulando sua atividade fosfatase, levando a desfosforilação de 
NtrC, o que impede o início da transcrição dos genes do regulon NtrC (JIANG & NINFA,1999). 
Na ausência de amônio, GlnB é uridililada por GlnD e não interage com NtrB; sem a inibição por 
GlnB, NtrB sofre autofosforilação e fosforila NtrC, que se torna capaz de ativar a transcrição 
(ATKINSON et al., 1994). Dentre os genes transcritos a partir de NtrC, estão os do operon 
nlmAglnKamtB, que inclui a proteína PII GlnK, e o gene nifA, que codifica para o regulador 
específico dos genes nif. 
1.6. PROTEÍNA NifA 
O ativador transcricional NifA é membro da família das bEBPs e possui uma arquitetura 
conservada similar à de outras proteínas que também pertencem a essa da família. Nessa 
proteína são encontrados três domínios funcionais: o domínio do tipo GAF, localizado na região 
N-terminal, com função regulatória (DIXON & KAHN, 2004); o domínio central AAA+, que contém 
o motivo GAFTGA responsável pela interação com σ54 e os motivos Walker para clivagem de 
ATP; e o domínio C- terminal, que possui um motivo hélice-volta-hélice envolvido na ligação com 
o DNA e reconhecimento da região promotora (STUDHOLME & DIXON, 2003). Dois 
interdomínios característicos conectam esses domínios: o Q-linker conecta o domínio GAF ao 
domínio central (WOOTTON & DRUMMOND, 1989), e o ID- linker conecta o domínio central ao 
C- terminal (FISCHER, 1994). As proteínas NifA são separadas em dois modelos quanto ao 
mecanismo da regulação de sua atividade pelas concentrações de amônio e oxigênio. 
O primeiro modelo descrito refere-se a NifA de organismos pertencentes, 
majoritariamente, à classe γ das proteobactérias. A regulação NifA já é bem descrita para dois 
organismos deste grupo: A. vinelandii e Klebsiella pneumoniae. Nestes organismos, nifA é co-
transcrito com o gene nifL, sendo as duas proteínas, NifA e NifL, expressas constitutivamente 
(RAINA et al., 1993). Em resposta condições ambientais, NifL é capaz de reprimir NifA, que é 
uma proteína intrinsicamente ativa (HILL et al.,1996). Na presença de oxigênio, NifL é oxidada e 
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forma um complexo inativo com NifA; a inibição é aliviada quando NifL é reduzida, e a inibição 
por O2 é epistática sobre a regulação por nitrogênio. Quanto a esta, há divergência de 
mecanismos entre A. vinelandii e K. pneumoniae. Em A. vinelandii, na presença de amônio, GlnK 
desuridililada interage com NifL, reforçando a inativação de NifA. Sob baixa concentração de 
amônio e de oxigênio, dois eventos ocorrem: GlnK é uridililada e não interage mais com NifL, 
aliviando a inibição de NifA (LITTLE et al., 2002); e o domínio GAF de NifA interage com 2OG, o 
que também alivia a inibição de NifA por NifL (MARTINEZ-AGUDO et al., 2004). Em K. 
pneumoniae, GlnK tem efeito ativador em vez de repressor; em baixa concentração de amônio 
e oxigênio, o gene glnK é transcrito a partir de seu promotor dependente de NtrC, e GlnK interage 
com NifL para aliviar a inibição desta sobre NifA (HE et al., 1997). 
No segundo modelo de regulação, descrito para proteínas NifA provenientes de α e β-
proteobactérias, não há participação da proteína sensora NifL, sendo a atividade de NifA 
regulada diretamente por oxigênio e pela interação com proteínas PII em resposta aos níveis de 
amônio (ARSENE et al., 1996; SOUZA et al., 1991). Em H. seropedicae, a sensibilidade ao 
oxigênio se deve a um conjunto de quatro cisteínas localizadas em um motivo C-X11-C-X19-C-
X4-C presente no final do domínio central e início do interdomínio ID (FISCHER et al., 1988; 
OLIVEIRA et al., 2009). Estes quatro resíduos de cisteína coordenam um cluster de ferro- 
enxofre, que na forma reduzida torna a NifA ativa (FISCHER, 1994; SOUZA et al., 1999). A 
regulação por amônio está vinculada a interações das proteínas PII com domínio GAF N- terminal 
de NifA (ARSENE et al.,1996; INABA et al., 2015; SOUZA et al., 1999). 
1.6.1. NifA de Herbaspirillum seropedicae 
O gene nifA de Herbaspirillum seropedicae foi identificado por Souza e colaboradores 
(1991) pela alta similaridade com sequências de proteínas homólogas codificadas pelos genes 
nifA de Klebsiella pneumoniae e bactérias do gênero Rhizobium. Na análise das sequências 
reguladoras, foram encontrados locais específicos para ligação NifA, NtrC e IHF característico 
do promotor -24/ -12 (SOUZA et al., 2000). A interação da região promotora com a subunidade 
σ54, é essencial para o início da transcrição. Em condições de fixação de nitrogênio, a ligação de 
IHF, proteína que se liga ao DNA e induz seu dobramento, estimula a ativação da transcrição 
por NtrC, e inibe a ativação mediada por NifA, para evitar a superexpressão do seu próprio 
produto gênico (WASSEM et al., 2002). 
A regulação da atividade da proteína NifA é dependente dos níveis de amônio e oxigênio 
disponíveis. Souza e colaboradores (1999) estudaram a regulação por amônio e verificaram que 
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NifA de H. seropedicae é ativa em A. brasilense, sendo essa atividade reprimida por amônio, 
enquanto que em E. coli, a atividade de NifA é reprimida independente da concentração de 
amônio e oxigênio. Uma versão N- truncada da proteína foi construída (Δ(1-203)NifA), que é 
ativa em E. coli e A. brasilense independentemente dos níveis de amônio, no entanto reprimida 
pela presença de oxigênio. Estes resultados sugeriram que a regulação por oxigênio e nitrogênio 
são separadas espacialmente na proteína NifA. Souza e colaboradores (1999) avaliaram 
também o efeito de íons ferro na atividade da Δ(1-203)NifA, de H. seropedicae, e observaram 
que a omissão de Fe na cultura, leva a uma redução de cerca de 50% da atividade de NifA N-
truncada. A presença de um quelante de cátions divalentes, EDTA, teve um efeito semelhante, 
levando a conclusão que íons Fe são importantes para a atividade da proteína. 
A caracterização dos domínios funcionais de NifA de H. seropedicae foi realizada por 
Monteiro e colaboradores (1999, 1999b, 2001, 2003). Estudos de regulação da proteína Δ(1-
203)NifA in vivo confirmaram que atividade da proteína independe da disponibilidade de amônio 
mas é sensível a presença de oxigênio (MONTEIRO et al., 1999). Em seguida foi proposto um 
mecanismo de regulação por amônio através do domínio GAF, onde, na presença de amônio, 
resíduos presentes no domínio GAF interagem com resíduos dos domínios central e C- terminal, 
levando a uma conformação inativa (MONTEIRO et al., 1999b, 2001). A regulação por oxigênio, 
por sua vez, envolve um conjunto de 4 cisteínas, C414-X11-C426-X19-C446-X4-C451, localizadas 
ao final do domínio AAA+ e início do interdomínio ID. Oliveira e colaboradores (2009) 
mutagenizaram cada uma das quatro cisteínas desse motivo conservado, substituindo-os por 
serina, e avaliaram a atividade das proteínas mutantes in vivo. Nenhuma das proteínas mutantes 
apresenta atividade quando expressas em E. coli, mesmo na ausência de seus domínios GAF, 
embora ainda sejam capazes de formar ligação com o DNA. Neste mesmo trabalho, duas 
proteínas quiméricas contendo domínios de NifA de H. seropedicae e A. vinelandii foram 
avaliadas quanto a sua atividade em E. coli, e com isso constatou-se o domínio GAF de H. 
seropedicae pode inibir parcialmente os domínios central e C-terminal de A. vinelandii. 
Proteínas da famíla PII estão relacionadas com a desrepressão de NifA na presença de 
amônio. Noindorf e colaboradores (2011) observaram que GlnK e GlnB são responsáveis pela 
ativação de NifA, sendo que a diferença funcional está relacionada com o nível de expressão de 
cada uma. Estudos subsequentes sugeriram que GlnK interage com o domínio GAF (1-203) 
independente do status de nitrogênio disponível. Sendo que, quando GlnK se encontra não 
uridililada, a interação é mais estável e pouco responsiva aos efetores de PII (ATP, ADP e 2OG), 
enquanto, quando GlnK está uridililada a interação é mais sensível aos níveis de efetores de PII, 
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sendo mais forte na presença de ATP e 2-OG e mais fraca na presença de ADP e 2-OG 
(OLIVEIRA et al., 2012). 
Buscando elucidar quais resíduos do domínio GAF estão envolvidos na interação entre 
GlnK e NifA. Stefanello (2011), construiu as variantes N- truncadas, NifA (∆165) e NifA (∆45). E 
ele observou que, a variante de NifA (Δ165) já não é capaz de ser inibida por disponibilidade 
amônio em E. coli e H. seropedicae glnK-, e que a variante (Δ45) é permanentemente inativa 
mesmo na presença de GlnK em H. seropedicae. Isto sugeriu um papel dos primeiros 165 
resíduos, e possivelmente dos primeiros 45, no reconhecimento do sinal de ativação transmitido 
por GlnK.  
Posteriormente, foi adotado um sistema de coexpressão de NifA e GlnK em E. coli, que 
mostrou que NifA de H. seropedicae pode ser ativada neste organismo desde que haja 
coexpressão de uma quantidade apreciável de uma proteína PII adequada (STEFANELLO et al., 
2020). Isto permitiu avaliar a capacidade de diferentes proteínas PII ativarem NifA. O resultado 
obtido foi que NifA de H. seropedicae pode ser ativada por GlnB de H. seropedicae, A. brasiliense 
e E. coli, e por GlnK de H. seropedicae, mas não pode ser ativada por GlnZ de A. brasilense. 
Além disso, foi observado que os resíduos mais importantes para ativação da NifA por PII 
encontram-se entre os primeiros 48. Mutantes de GlnK incapazes de ligar ATP/ ADP ou contendo 
a deleção do T-loop (Δ (45-54)) não conseguem ativar a NifA, e um mutante com baixa afinidade 
por 2-OG exibiu mínima capacidade de fazê-lo. Por outro lado, um mutante de GlnK que não 
pode ser uridililado estimulou tanto ou até mais a atividade da proteína NifA quando comparado 
com GlnK selvagem. Disto se concluiu que o efetor ATP é essencial para ativação de NifA, o 
efetor 2OG é o principal determinante da ativação de NifA em resposta a amônio, e a uridililação 
tem papel secundário na resposta. A mutagênese aleatória de glnK, seguida da seleção e 
sequenciamento de variantes de GlnK incapazes de ativar NifA, revelou uma concentração de 
mutações alocadas na face superior do trímero, onde se localiza o T-loop (STEFANELLO et al., 
2020), sugerindo que esta é a face de PII responsável pela interação direta com NifA.  
A busca por uma variante de NifA resistente a oxigênio, mais tratável para a realização de 
mutagênese aleatória, para o estudo da regulação de NifA por amônio, levou à construção de 
variantes quiméricas contendo regiões N-terminais de NifA de H. seropedicae e C-terminais de 
A. vinelandii (STEFANELLO, 2018), dentre as quais uma construção (NifAQ6 – contendo os 
resíduos 1-409 de NifA de H. seropedicae e 417-522 de NifA de A. vinelandii) revelou-se 
promissora, por possuir atividade detectável (30-50% da atividade de NifA selvagem em ensaios 
de β-galactosidase em E. coli) e regulação por nitrogênio idêntica à de NifA de H. seropedicae. 
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Além disso, essa variante que, foi denominada NifAQ6, possui insensibilidade a oxigênio, o que 
a torna uma importante ferramenta para futuros ensaios in vitro. 
A partir desta construção foi realizada mutagênese aleatória seguida de seleção de dois 
tipos de mutantes: um grupo que não mostrasse atividade em E. coli mesmo na presença de 
GlnK, e um que fosse ativo na ausência de GlnK. Os resultados levaram à conclusão de que o 
domínio GAF de NifA de H. seropedicae possui duas regiões distintas: a região entre os resíduos 
14-172 consiste na região responsável pela dimerização de GAF e recepção do sinal ativador de 
GlnK; e a região entre os resíduos 176-194, localizada na hélice que conecta os domínios GAF 
e AAA+, é responsável por inibir a atividade de NifA ao forçar os domínios AAA+ a permanecerem 
diméricos (STEFANELLO, 2018).  
2. JUSTIFICATIVA 
A regulação da atividade da proteína NifA de H. seropedicae em resposta aos níveis de 
amônio e oxigênio tem sido extensivamente estudada ao longo dos anos. Em particular, a 
regulação do sistema NifA – PII de H. seropedicae até este momento possui algumas lacunas, 
notoriamente quanto a quais resíduos de NifA estariam envolvidos diretamente na interação com 
PII. O uso de ensaios in vitro de captura (pull down) pode ser uma abordagem para a localização 
desses resíduos a partir de uma biblioteca de mutantes de NifA inativos; no entanto, este ensaio 
ainda não foi realizado de maneira definitiva usando NifA de H. seropedicae, devido a 
dificuldades de manipulação de uma proteína insolúvel e sensível a O2 (STEFANELLO, 2014). A 
proteína NifAQ6 se mostra promissora, porém, para a execução destes ensaios, uma vez que 
apresenta solubilidade melhor do que a da NifA selvagem, e não apresenta inibição por oxigênio. 
Este trabalho busca aprofundar o conhecimento da regulação do sistema NifA – PII de H. 
seropedicae, através da caracterização in vitro das interações entre PII e a NifA quimérica 
NifAQ6. 
3. OBJETIVOS 
O objetivo geral deste trabalho é entender o mecanismo de regulação da atividade da proteína 
NifA de H. seropedicae pelas proteínas PII. Para isto, a variante quimera NifAQ6 da proteína 
NifA, que é solúvel e não sensível ao oxigênio, mas ainda é regulada por amônio e GlnK, será 





3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Avaliação da atividade de NifAQ6 através da determinação de atividade de β – 
galactosidase;  
- Superexpressão em E. coli da proteína NifAQ6 e purificação; 
- Superexpressão em E. coli, e purificação das proteínas PII, GlnB e GlnK, nativas e com 
cauda de histidina; 
- Estudar a interação entre a proteína NifAQ6 e as proteínas PII através de ensaios de co-
precipitação. 
 
4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. MICRORGANISMOS E VETORES 
As bactérias e plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados na tabela 1. 
TABELA 1- BACTÉRIAS E PLASMÍDEOS. 
Bactérias           Genótipo/ Fenótipo                                 Referência/ Fonte 
 
Escherichia coli TOP10 
 
SmR; F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 
nupG recA1 araD139 Δ(ara-




SAMBROOK et al., 1989. 
E.coli JM109 (λDE3) 
 
F’ traD36 proA+B+laclq Δ 
(lacZ)M15/ Δ(lac-proAB) glnV44 
e14- gyrA96 recA1 relA1 endA1 
thihsdR17 λ (DE3 [lacI lacUV5-T7 
gene 1 ind1 sam7 nin5])  
 
YANISCH – PERRON,   VIEIRA & 
MESSING, 1985. 
E. coli BL21 (λDE3) F-ompT gal dcm Ion hsdSB (RB- 
MB-) λ (DE3[lacI lacUV5-T7 gene 
1 ind1 sam7 nin5])  
 
STUDIER & MOFFATT, 1986. 
 
   
 
Plasmídeos Resistência Ancestral Características Referência 
pRT22 Cm pWVC22 Contém a fusão traducional nifH 
(K. pneumoniae)::lacZ. 
 
TULI e MERRICK, 
1988. 
 
Dxho* Amp PETDuet-1 Contém uma inserção no sítio 
XhoI (CTTCGAG) de pETDuet-1. 
 
STEFANELLO, 2020. 
Dxho*K Amp Dxho* Contém o gene glnK de H. 
seropedicae clonado NdeI/KpnI 





DNifA Amp pETDuet - 1 Contém o gene nifA de H. 
seropedicae clonado NdeI/ KpnI 






pETDuet – 1 Contém a variante do gene nifA 
de H.seropedicae que codifica 
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4.2. MEIOS DE CULTURA 
O meio de cultivo utilizado rotineramente para o crescimento das estirpes de E. coli e 
expressão heteróloga de proteínas foi o lysogeny broth (LB), composto de triptona 10g/L, extrato 
de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L. Para o crescimento em meio sólido, o meio LB foi acrescido 15 
g/L de ágar, gerando o meio LA. Para os ensaios de medição da atividade de β-galactosidase 
em E.coli, foi utilizado o meio mínimo NFDM (TABELA 2) (CANNON et al.,1974),que quando 
indicado foi suplementado com 20 mM de NH4Cl e 5 ou 500 μM de IPTG. 
TABELA 2 - COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTURA NFDM. 
NFDM  
K2HPO4 12,06 g/L 
KH2PO4 3,4 g/L 
MgSO4 0,1 g/L 
Na2MoO4.2H2O 0,025 g/L 
FeSO4.7H2O 0,025 g/L 
D-glucose 20 g/L 
 
4.3. ANTIBIÓTICOS 
Os antibióticos utilizados para crescimento, manutenção e seleção das estirpes de E. coli 
contendo plasmídeos foram canamicina 50 μg/mL, ampicilina 250 μg/mL, cloranfenicol 30 μg/mL. 
4.4. TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR CHOQUE TÉRMICO 
 
As células competentes foram preparadas seguindo o protocolo descrito por Chung e 
colaboradores (1989). Para a transformação, um pré-inóculo de E. coli em LB foi cultivado a 37ºC 
e 180 rpm durante a noite; cem microlitros dessa cultura foram re-inoculados em 5 mL de LB, e 
as células foram cultivadas a 37ºC e 180 rpm por ~ 3 horas até DO600~ 0,3. Em seguida, 
alíquotas de 1 mL de cultura foram submetidas a centrifugação a 10000 x g por 1 minuto. O 
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 100 μL de TSS (50 mM MgCl2, 
10% PEG8000, 5% DMSO em LB) a 0°C. O DNA de interesse previamente purificado foi 
adicionado à mistura de células, e a mistura foi mantida em gelo por 30 minutos. Após isso, as 
células foram ressuspendidas pela adição de 1 mL de meio SOC e recuperadas por 60 minutos 





4.5. DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE DE Β–GALACTOSIDASE EM E. coli 
 
Para a determinação da atividade de β-galactosidase, células de E. coli JM109(λDE3) 
contendo os plasmídios codificantes para as variantes de NifA e GlnK e o plasmídeo repórter 
pRT22 (fusão traducional nifH::lacZ) foram cultivadas a 37ºC, 180 rpm, por aproximadamente 12 
horas. Em seguida, 50 μL dos inóculos crescidos foram transferidos para 3 mL de NFDM 
acrescido de 20 mM de NH4Cl, 3% de LB e 10% de glucose 20%, mais antibióticos. As culturas 
foram incubadas a 37ºC, a 180 rpm, por 24 horas. Após esse período, as culturas foram 
centrifugadas 5000 x g por 5 minutos, as células foram lavadas com 1 mL do meio NFDM, e em 
seguida foram inoculadas em meio NFDM suplementado com 0,02% de casaminoácidos, 5 μM 
de IPTG e NH4Cl (0 ou 20 mM). 
O ensaio de β-galactosidase foi feito segundo Miller (1992), com algumas modificações. 
Para a reação, 100 μL das culturas induzidas foram misturados a 900 μL de tampão Z (8,5 3g/L 
Na2HPO4 anidro, 3,085 g/L NaH2PO4.H2O, 0,75 g/L KCl, 0,246 g/L MgSO4.7H2O, 390μL/L β-
mercaptoetanol, 270μL SDS 10%/L) e 5 μL de clorofórmio. Os tubos foram incubados a 30ºC por 
10 minutos e a reação foi iniciada pela adição de 200 μL de orto-nitrofenil-β-galactopiranosídeo 
(ONPG) 4 mg/mL. Após 30 minutos de incubação, a reação foi parada pela adição de 500 μL de 
Na2CO3 1 M. Em seguida, foram realizadas as leituras de absorbância a 415 nm (orto-nitrofenol), 
550 nm (restos celulares) e 595 nm (densidade celular) das culturas. 
Os cálculos de atividade foram feitos segundo a formula abaixo: 
Atividade de βgal = 1000(DO415 − 1,75(DO550))𝑡 × 𝑉 × 𝐷𝑂595  
Onde: 
t= tempo de incubação (minutos); 
V= volume de células utilizadas (mL); 
D.O.= Absorbância no comprimento de onda indicado.  
 A atividade foi expressa em unidades Miller, definidas pela equação acima.  
 
4.6. MANIPULAÇÃO DO DNA 
4.6.1. Extração de DNA plasmidial 
As bactérias foram crescidas em meio LB contendo antibiótico a 37°C sob agitação de 
120 rpm por 16 horas. Para extração do DNA plasmidial, 1,5 mL de cultura foram centrifugados 
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em tubos de polipropileno em microcentrífuga a 14500 rpm por 30 segundos. O sobrenadante foi 
ressuspenso em 200 μL de GET (50 mM glucose, 100 mM EDTA, 25 mM Tris- HCl pH 8,0). Em 
seguida foi adicionado 200 μL de tampão lise (NaOH 0,2 M, SDS 1%), e a lise foi interrompida 
após poucos segundos pela adição de 200 μL de Kacf (Acetato de Potássio 3 M, Ácido fórmico 
1,8 M). A suspensão resultante foi centrifugada por 5 minutos, o sobrenadante recuperado e a 
ele adicionado 200μL de solução clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). A mistura foi 
homogeneizada rapidamente e centrifugada por 5 minutos, e em seguida a fase aquosa 
transferida para um novo tubo. O DNA plasmidial foi precipitado pela adição de 0,6 vezes 
volumes de isopropanol, seguido de centrifugação por 10 minutos. Posteriormente o 
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado por 10 
minutos a 14500 rpm, seco em estufa e ressuspendido em água estéril. 
4.6.2. Eletroforese de DNA 
Os fragmentos de DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) (m/v) 
em tampão BE (borato de sódio 5mM; EDTA 0,5 mM). As amostras foram aplicadas no gel e 
submetidas a 40 V por 1 hora e 30 minutos; em seguida, o gel foi incubado com brometo de 
etídeo 0,002%, e visualizado sob luz UVC (254 nm). O perfil eletroforético foi registrado em um 
aparelho 3UVTM  Transiluminator (UVP).  
4.6.3.  Clonagem de DNA 
Para obter as proteínas GlnK e GlnB sendo expressas com cauda de histidina na região 
N–terminal, foi necessário realizar uma subclonagem dos genes glnB e glnK no vetor pET28a. 
Para isso, os plasmídeos pETHsGlnB e pEMB200 foram clivados com 2 unidades de 
endonucleases de restrição, NdeI e HindIII (NEB, Thermo Fisher Scientific), na presença do 
tampão Tango 2x (Thermo Fisher Scientific), em um volume final de reação de 10 µL. As reações 
foram incubadas durante 3 horas a 37ºC. Para inativar as enzimas, os sistemas foram aquecidos 
a 80ºC por 20 minutos. Os fragmentos digeridos foram ligados ao vetor pET28a digerido com 
NdeI e HindIII, utilizando a enzima T4 DNA ligase, em uma reação contendo 1 µL da reação de 
restrição do inserto, e 0,5 µL de vetor, em um volume final de 10 µL. As reações foram incubadas 
a 18ºC overnight, e em seguida transformadas em E. coli TOP10. 
4.6.4. Sequenciamento de DNA 
O sequenciamento de DNA foi utilizado para confirmar os clones positivos. O método 
utilizado foi o de terminação de cadeia, desenvolvido por Sanger et al. (1977). Os 
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dideoxiribonucleotídeos terminadores de cadeia foram marcados com fluorescência (PROEBER 
et al., 1987). O sistema de reação para o sequenciamento está descrito na tabela 3. 
TABELA 3 - SISTEMA DE REAÇÃO PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA. 
Reagente Quantidade (µL) 
Sequecing buffer 5x (Applied Biosystems) 2 
Sequencing mix BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) 0,7 
Primer 0,7 
DNA plasmidial 0,5 
Água ultrapura 6,1 
 
O programa de amplificação utilizado para reação de sequenciamento foi 95ºC por 1 
minuto, 30 ciclos de extensão (96ºC 15 s, 50ºC 15 s, 60ºC 4 min), e extensão final de 60ºC por 
1 minuto. O produto dessa reação foi purificado através da adição de 10 µL de água ultrapura, 2 
µL de acetato de amônio 7,5 M, 65 µL de etanol absoluto, após a espera de 20 minutos, a reação 
foi submetida a centrifugação por 20 minutos a 14000 rpm, o sobrenadante foi descartado e 
lavado com 100 µL de etanol 70%. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet secado, 
e seguida ressuspendido em tampão de corrida (Life Technologies). O sequenciamento foi 
analisado pelo sequenciador ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  
4.7. MANIPULAÇÃO DE PROTEÍNAS 
4.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condição desnaturante (SDS-PAGE) 
As eletroforeses de proteína em gel Tris-glicina foram realizadas em gel de poliacrilamida 
desnaturante. A concentração do gel separador utilizado em todas as eletroforeses foi de 15% 
(m/v) e do gel de empilhamento foi de 4%. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical 
seguindo a orientação do fabricante (Biorad). As amostras foram misturadas com tampão de 
amostra (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 mol/L de Tris-HCl 
pH 6,8, 5% de β-mercaptoetanol) e fervidas antes da aplicação. A voltagem da corrida foi de 140 
V, utilizando o tampão Laemmli (3 g/L de Tris-base, 14 g/L de Glicina e 1g/L de SDS). Após a 
eletroforese, as proteínas do gel foram coradas com corante Coomassie Blue R-250 e 
descoradas em uma solução com 50% (v/v) de methanol e 10% (v/v) de ácido acético.  
TABELA 4- COMPOSIÇÃO DOS GÉIS SDS-PAGE 
Gel separador (15%)  Gel de empilhamento (4%)  
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H2O 3,645 mL H2O 3,162 mL  
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 2,5 mL Tris-HCl 0,5 M pH  6,8 1,3 mL 
SDS 10% 100 µL SDS 10% 50 µL 
Acrilamida:bisacrilamida 29:1 
40% 
3,75 mL Acrilamida:bisacrilamida 29:1 
40% 
487,5 µL 
APS 10% 100 µL APS 10% 50 µL 
TEMED 5 µL TEMED 10 L 
 
 
4.7.2. Eletroforese não desnaturante de proteínas 
A eletroforese não desnaturante de proteínas foi realizada conforme descrito por 
Forchhammer e Marsac (1994) com algumas modificações. A concentração do gel separador e 
de empilhamento foi de 7,5%. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo a 
orientação do fabricante (Biorad). As amostras foram misturadas a glicerol (25%) para aplicação. 
A corridas foram feitas por 4 horas a 10 mA, 100 V, utilizando o tampão de corrida que continha 
3 g/L e 14,4 g/L glicina. As composições dos géis estão descritas na tabela abaixo: 
TABELA 5- COMPOSIÇÃO DOS GÉIS NÃO DESNATURANTE DE PROTEÍNAS. 
Gel separador (7,5%)  Gel de empilhamento (7,5%)  
H2O 3 mL H2O 2 mL 
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 3 mL Tris-HCl 0,5 M pH  6,8 0,5 mL 
Nonidet 40 (0,25%) 1 mL Nonidet 40 (0,25%) 0,5 mL 
Acrilamida:bisacrilamida 29:1 
40% 
3 mL Acrilamida:bisacrilamida 29:1 
40% 
1 mL  
APS 10% 100 µL APS 10% 40 µL 
TEMED 10 µL TEMED 10 L 
 
4.7.3. Expressão heteróloga das proteínas PII  
 Os plasmídeos pAVR–1, pAVR–2, pETHsGlnB, pEMB200, foram transformados na estirpe 
BL21(λDE3) de E. coli. Os transformantes foram inoculados em meio LB e multiplicados a 37ºC 
até uma DO600  0,5-0,6. Nesse ponto foi adicionado o indutor de expressão IPTG na concentração 
final de 0,5 mM. A expressão prosseguiu durante 3 horas a 30ºC. Em seguida, as células foram 
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coletadas por centrifugação a 3000 x g durante 10 minutos em centrífuga refrigerada a 4ºC. O 
sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas e lisadas por sonicação em tampão de 
lise (50mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM, KCl, 1 mM de EDTA pH 8,0, 20% glicerol). A expressão 
das proteínas de interesse foi avaliada em gel de poliacrilamida 15%. 
4.7.4. Expressão heteróloga proteína NifAQ6 
 Células de E. coli JM109(γDE3) pRT22 contendo os plasmídeos, que codificam para a variante 
de NifAQ6, foram inoculadas em meio LB e multiplicadas a 37ºC até uma DO600 0,5-0,6. Nesse 
ponto foi adicionado o indutor de expressão IPTG (Isopropil β- D-1-tiogalactopiranosideo) nas 
concentrações finais de 0 µM, 5 µM, 20 µM, 100 µM e 500 µM. A expressão foi obtida mediante 
incubação durante 3 horas a 30ºC ou 16 horas a 18ºC. Em seguida, as células foram coletadas 
por centrifugação a 3000 x g durante 10 minutos em centrífuga refrigerada a 4ºC. O sobrenadante 
foi removido e as células ressuspendidas e lisadas por sonicação em tampão de lise (50mM Tris-
HCl pH 7,5, 100 mM KCl, e 20% glicerol). A expressão das proteínas de interesse foi avaliada 
em gel de poliacrilamida 15%. 
4.7.5. Expressão heteróloga da proteína GlnD 
 O plasmídeo pGH2 foi transformado na estirpe BL21(ΛDE3) de E. coli. O transformante foi 
inoculado em meio LB e multiplicados a 37ºC até uma DO600  0,5-0,6. Nesse ponto foi adicionado 
o indutor de expressão IPTG na concentração final de 0,5 mM. A expressão prosseguiu durante 
16 horas a 16ºC. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugação a 3000 x g durante 
10 minutos em centrífuga refrigerada a 4ºC. O sobrenadante foi removido e as células 
ressuspendidas e lisadas por sonicação em tampão PD1 (50mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 
20 mM de imidazol e 10% glicerol). A expressão da proteína de interesse foi avaliada em gel de 
poliacrilamida 15%. 
4.7.6. Purificação das proteínas PII nativas 
As purificações das proteínas PII nativas foram realizadas de acordo com o protocolo 
descrito por Moure et al., (2011) com algumas modificações. Após a superexpressão de GlnK e 
GlnB a partir dos plasmídeos pEMB200 e pETHsGlnB, respectivamente, as células coletadas 
por centrifugação foram ressuspensas em solução salina com 200 mM de NH4Cl e incubadas no 
gelo por 15 minutos. As amostras foram então centrifugadas por 10 minutos, 3000 x g, a 4ºC. 
Em seguida, o pellet de células foi ressuspendido em tampão gelado (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, 
KCl 100 mM, EDTA 1 mM e 20% de glicerol) e sonicado em banho de gelo. Como primeira etapa 
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de purificação, o extrato bruto foi incubado em banho maria a 70ºC por 15 minutos, seguido de 
banho de gelo por mais 15 minutos. O extrato bruto foi centrifugado a 15000 x g, por 30 minutos 
a 4ºC, para obtenção da fração solúvel. A fração solúvel foi injetada na coluna Hi-Trap Heparin 
(GE Healthcare) de 1 mL, pré–equilibrada com tampão APII (50 mM Tris – HCl Ph 7,5 e 100 mM 
de KCl), em seguida a coluna foi lavada com 5 mL de tampão APII. A eluição foi realizada em 
um gradiente de KCl, onde foi coletado frações de 1 mL, com 10, 20, 30, 50 e 100% de tampão 
BPII (50 mM Tris – HCl pH 7,5 e 1M de KCl).  
A fim de obter uma fração de proteína mais pura o possível, as frações em que as 
proteínas de interesse foram eluídas e injetadas na coluna Hi-Trap QFF (GE Healthcare) de 1 
mL, pré–equilibrada com tampão A-hep (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM KCl, 10% glicerol). Em 
seguida, a coluna foi lavada com 5 mL de tampão A-hep. A eluição foi realizada em um gradiente 
de KCl, onde foi coletado frações de 1 mL, com 10, 20, 40 e 100% de tampão B-hep (50 mM 
Tris-HCl pH 8,0, 1M KCl, 10% de glicerol).  As frações com proteína purificada foram juntadas e 
dialisadas contra o tampão com 50 mM de Tris–HCl, 200 mM de KCl e 50% de glicerol. As 
proteínas assim obtidas foram armazenadas em refrigerador a -20ºC até a hora do uso.  
4.7.7. Purificação das proteínas PII com cauda de histidina 
Após a superexpressão de GlnK e GlnB a partir dos plasmídeos pARV – 1 e pARV – 2, 
respectivamente, as células coletadas por centrifugação foram ressuspensas em tampão APH 
(50 mM Tris-HCl 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol) gelado e sonicado em banho de gelo. Os 
extratos de proteínas obtidos após a sonicação foram centrifugados a 15000 x g por 30 minutos 
a 4ºC, e os sobrenadantes resultantes foram considerados as frações solúveis. Os 
sobrenadantes foram injetados em uma coluna Hi-Trap-Chelating (GE Healthcare) carregada 
com níquel e equilibrada com o tampão APH, em seguida a coluna foi lavada com 5 mL de 
tampão A. A eluição foi realizada em um gradiente de imidazol, coletando frações de 1 mL, com 
10%, 20%, 40% e 100% de tampão BPH (50 mM Tris-HCl 8,0, 200 mM NaCl, 10% glicerol e 1M 
de Imidazol). As proteínas purificadas foram dialisadas contra o tampão de diálise DPH (50 mM 
Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl e 50% glicerol), e em seguida armazenadas em refrigerador a -
20ºC até a hora do uso. 
4.7.8. Purificação de GlnD 
Após a superexpressão de GlnD a partir do plasmídeo pGH-2 as células coletadas por 
centrifugação foram ressuspensas em tampão PD1 (50 mM Tris-HCl 8,0, 200 mM NaCl, 10% 
glicerol) gelado e sonicado em banho de gelo. O extrato de proteínas obtido após a sonicação 
35 
 
foi centrifugado a 15000 x g por 30 minutos a 4ºC, e o sobrenadante resultante foi considerado 
a fração solúvel. O sobrenadante foi então injetado em uma coluna Hi-Trap-Chelating (GE 
Healthcare) carregada com níquel e equilibrada com o tampão PD1, em seguida a coluna foi 
lavada com 5 mL de tampão PD1. A eluição foi realizada em um gradiente de imidazol, coletando 
frações de 1 mL, com 10%, 20%, 40% e 100% de tampão PD2 (50 mM Tris-HCl 8,0, 500 mM 
NaCl, 10% glicerol e 1M de Imidazol). A proteína purificada foi dialisada contra o tampão PD3 
(50 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl e 50% glicerol), e em seguida armazenada em refrigerador 
a -20ºC até a hora do uso. 
4.7.9. Purificação de NifAQ6 
A fração solúvel contendo a proteína NifAQ6 superexpressa foi injetada manualmente em 
coluna Hi-trap Chelating 1 mL carregada com íons Co2+ e pré- equilibrada com tampão A-co (50 
mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM de KCl, 10% de glicerol). A coluna foi então lavada com 5 mL de 
tampão A-co e eluída com um gradiente em degraus de 10, 20, 40, 100% de tampão B-co (50 
mM de Tris-HCl pH 8,0, 200 mM de KCl, 10% glicerol, 1 M imidazol), coletando frações de 1 mL. 
A fim de obter uma proteína mais pura, as frações enriquecidas para a proteína de interesse 
foram reunidas e injetadas manualmente em colunas HiTrap Heparin ou HiTrap QFF FF (GE 
Healthcare), ambas de 1 mL, equilibradas previamente com o tampão A–hep (50 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 100 mM KCl e 10% de glicerol). O gradiente de eluição foi feito em degraus de 5, 10, 20, 
100% de tampão B-hep (50 Mm Tris-HCl Ph 8,0, 1M KCl, 10% glicerol). As frações foram 
coletadas a cada 1 mL. Também foram testadas duas colunas de interação hidrofóbica a HiTrap 
Phenyl FF e a HiTrap Octyl FF (GE Healthcare) de 1 mL; nesse caso, as colunas foram pré – 
equilibradas com tampão B–hep, e a eluição foi feita em um gradiente em degraus de 5, 10, 20 
e 100% de tampão A-hep. Todas as frações obtidas foram avaliadas em eletroforese 
desnaturante de proteínas.  
4.7.10. Ensaios de co – precipitação (pull – down) 
Os ensaios de pull–down foram realizados utilizando o kit Promega MagneHis (cat. No. 
V8500).  Nesses ensaios foram incubados com a MagneHis, 30 – 50 µg de his - GlnK ou his- 
GlnB e 200 µL de fração solúvel obtida a partir da superexpressão dos plasmídeos que possuem 
variantes de NifAQ6. O tempo de interação foi de 10 minutos, na presença de 100 µL tampão A-
co (50 mM Tris-HCl PH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol, 20 mM imidazol, 0,05% LDAO, 8 mM 
MgCl2), com os efetores de PII (10 µM e 2 mM 2-OG, 3 mM ATP, ou 3 mM ADP).  As lavagens 
foram feitas com 100 µL de tampão A-co, na presença dos efetores. As eluições foram feitas com 
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50 μL tampão B-co (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl, 10% glicerol, 1M imidazol), durante 5 
minutos. As amostras coletadas foram analisadas através da eletroforese desnaturante de 
proteínas.  
4.7.10.1. Quantificação do sinal de NifAQ6 
Nos ensaios de pull-down a quantificação do sinal de NifAQ6 foi realizada por 
densitometria, através do programa GelAnalyzer (19.1). Na análise das imagens, as linhas foram 
selecionadas e os volumes relativos das bandas foram calculados. Esse volume foi expresso em 
unidades arbitrárias e os valores foram mostrados em um gráfico de coluna para a comparação.  
4.7.11. Uridililação das PII 
O ensaio de uridililação das proteínas PII foi realizado de acordo com o protocolo descrito 
por Bonatto et al., (2007), com modificações. Este ensaio consistiu na incubação, por 16 horas a 
30ºC, das proteínas his-GlnD (1 µM) com his-GlnK ou his-GlnB (100 µM), na presença do tampão 
de uridililação (100 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM KCl, 25 mM MgCl2) acrescido de 0,2 mM ATP, 
5 mM 2-OG e5 mM UTP. A proteína GlnD foi inativada através da incubação da reação a 70ºC 















5. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 
A estratégia experimental utilizada neste trabalho está descrita na figura abaixo (figura 2). 
 
FIGURA 2- ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL. 
6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
6.1. ATIVIDADE DE NifAQ6 in vivo 
Com objetivo de garantir que a proteína NifAQ6, que foi posteriormente expressa e 
purificada (itens 6.4 e 6.5), mantém sua atividade na ausência de oxigênio, mantém a inibição 
pelo domínio GAF na ausência de PII e ativação dependente de PII foi realizado o ensaio de β – 
galactosidase para medir atividade in vivo de NifAQ6. Nesse ensaio utilizou-se um sistema 
desenvolvido por Stefanello et al. (2019) que permite a co – expressão de GlnK e NifA de H. 
seropedicae em E. coli. Neste ensaio, os plasmídeos pAAS1637 (expressa GlnK e NifAQ6), 
pAAS1632 (expressa NifAQ6), DNifA (expressa NifA de H. seropedicae), DN185 (expressa NifA 
(∆1-185) de H. seropedicae), HsGlnKDNifA (expressa GlnK e NifA de H. seropedicae), foram 
transformados em E. coli JM109 (λDE3) contendo o plasmídeo–repórter pRT22 (fusão 
nifH::lacZ).O experimento de β-galactosidase ocorreu como descrito na seção 4.5 e os resultados 
são mostrados na figura 2. 
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Os resultados observados na figura 2, permitem concluir que a quimera NifAQ6, expressa 
a partir do plasmídeo pAAS1637, possui uma capacidade de ativação transcricional 
relativamente alta do promotor nifH na presença de oxigênio, sendo essa ativação dependente 
da proteína GlnK. Esse resultado já foi relatado por Stefanello (2018). Na presença de amônio a 
ativação transcricional é inibida, já que o domínio N- terminal, que responde ao status de 
nitrogênio (MONTEIRO et al., 1999b, 2001) permanece intacto. Quando a NifAQ6 não é co-
expressa com GlnK (pAAS1632), há pouca ativação na ausência de amônio, o que reforça o fato 
de GlnK ser necessária para ativação de NifA na ausência de amônio. A proteína NifA de H. 
seropedicae, mesmo sendo expressa juntamente com GlnK (HsGlnKDNifA) não apresenta 
atividade na ausência de amônio devido a sua sensibilidade a oxigênio. Assim como a versão N-
truncada que não seria regulada por amônio NifA(∆1-185) (DN185). A proteína NifA de H. 
seropedicae, expressa a partir do plasmídeo DNifA, além de ser incapaz de ser ativa na ausência 
de PII, também possui sensibilidade a oxigênio. 
 
FIGURA 3- ATIVIDADE DE β – GALACTOSIDASE DE CÉLULAS EXPRESSANDO A PROTEÍNA NifA. Esse 
gráfico corresponde à média de três experimentos. As diferenças estatísticas entre pAAS1637 e os controles 
estão representados com (**) p<0,005; (***) p 0,0001; p<0,001. 
6.2. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS PII 
6.2.1. Expressão e purificação das proteínas PII nativas 
As expressões das proteínas PII foram realizadas conforme descrito no item 4.7.3. Após 
a sonicação, os extratos brutos de células foram submetidos a centrifugação a 15000 x g, a 4ºC, 
durante 30 minutos. Os sobrenadantes foram considerados como frações solúveis, enquanto os 
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pellets, como frações insolúveis. Para verificação da expressão das proteínas nos extratos e 
frações, uma amostra de 5 µL de cada foi analisada por SDS-PAGE 15%. A figura 3 mostra que 
tanto GlnB (12,3 kDa) quanto GlnK (12,2 kDa) são superexpressas em BL21 (ΛDE3) e 
majoritariamente solúveis. 
 
FIGURA 4- EXPRESSÃO DE GlnK e GlnB. MW é o marcador de peso molecular (kDa). B refere-se ao extrato 
bruto, S corresponde a fração solúvel e I a fração insolúvel. 
6.2.1.1. Purificação de GlnB 
A purificação de GlnB foi realizada em duas etapas. Na primeira a fração solúvel foi 
injetada em uma coluna HiTrap Heparin 1 mL carregada com tampão APII. As proteínas não 
ligadas à coluna e a fração resultante da lavagem da mesma com tampão APII foram coletadas 
separadamente. Frações enriquecidas com GlnB foram eluídas ao longo de todo o gradiente de 




FIGURA 5- PURIFICAÇÃO GlnB EM COLUNA DE HEPARINA.  MW corresponde ao marcador de peso molecular 
(kDa, valores indicados à esquerda). E, extrato, E7, extrato após a incubação a 70ºC, S, fração solúvel, I, fração 
insolúvel, N, proteínas não ligadas na coluna, L, lavagem com tampão APII (5 mL), 5, 10, 20 e 100% se referem a 
concentração de tampão BPII utilizada para a eluição em degraus. As frações foram eluídas em volumes diferentes 
(5 mL para 5%, 2 mL para 10 e 20% e 4 mL para 100%). Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel 
SDS-PAGE 15%.  
A fim de obter uma amostra de GlnB livre de contaminantes, deu se início a uma segunda 
etapa de purificação. Para isso, as frações eluídas com 20% de tampão BPII, mais a primeira 
fração eluída com 100% de tampão BPII, foram juntadas e diluídas até a concentração de sal 
chegar a 200 mM. Em seguida a amostra foi injetada na coluna de troca iônica HiTrap QFF 
previamente carregada com tampão A-hep. A eluição foi feita em gradiente em degraus de KCl, 




FIGURA 6- PURIFICAÇÃO de GlnB EM COLUNA DE TROCA IÔNICA. MW corresponde ao marcador de peso 
molecular (kDa, valores indicados à esquerda). I, proteínas injetadas, N, proteínas não ligadas, L, lavagem com 5 
mL de Tampão A-hep. 5, 10, 20 e 100% correspondem as porcentagens de tampão B-hep utilizadas para eluir cada 
fração. Os volumes de eluição das frações são diferentes (5 mL para 5%, 1 mL para 10 e 20%, 2 mL para 100%). 
Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%.  
Apesar de alguns contaminantes terem permanecido, os 2 mL eluídos com 100% de 
tampão B, foram juntados e dialisados. Depois disso, a proteína pura foi estocada em refrigerador 
a -20ºC, até o momento do uso. 
6.2.1.2. Purificação de GlnK 
Para a purificação de GlnK, a fração solúvel foi injetada em uma coluna HiTrap Heparin 1 
mL carregada com tampão APII. A fração de proteínas que não se ligaram à coluna foi coletada, 
assim como a lavagem e as frações eluídas em um gradiente em degraus de tampão BPII (figura 
6).  As frações que correspondem à lavagem, 5% de tampão B, e à primeira fração da eluição 
com 10% do tampão BPII, foram unidas e dialisadas. Após a diálise a proteína GlnK pura foi 




FIGURA 7 - PURIFICAÇÃO de GlnK EM COLUNA DE HEPARINA. MW corresponde ao marcador de peso molecular 
(kDa, valores indicados à esquerda).  S, proteínas solúveis, E, extrato bruto, I, proteínas insolúveis, N, proteínas que 
não se ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão APII. 5, 10, 20 e 100% correspondem as frações eluídas 
com tampão BPII. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para lavagem, 5 mL para 5%, 2 mL para 
10 e 20% e 4 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%.  
6.2.2. Expressão e purificação das proteínas PII com cauda de histidina 
6.2.2.1. Expressão e purificação de his – GlnB 
Para a purificação de his-GlnB (13,08 kDa), a fração solúvel obtida por centrifugação foi 
injetada em coluna HiTrap Chelating carregada com íons Ni++ e equilibrada com tampão APH. A 
coluna foi lavada com 5 mL de tampão APH, seguido da eluição com gradiente de imidazol. A 
eluição foi realizada em degraus com 10, 20, 40 e 100% de tampão BPH. Cinco microlitros de 
cada fração foram submetidos a SDS-PAGE (figura 7). As frações 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14, que 
foram enriquecidas com his–GlnB, foram unidas e dialisadas contra o tampão DPH. Após a 




FIGURA 8- PURIFICAÇÃO DE his - GlnB EM COLUNA DE ÍONS NÍQUEL. MW corresponde ao marcador de peso 
molecular (kDa, valores indicados à esquerda). As linhas 1 a 4 correspondem respectivamente ao extrato bruto, 
fração solúvel, proteínas não ligadas na coluna e lavagem com tampão APH. As linhas 5 e 6 correspondem as 
frações eluídas com10% do tampão BPH. As linhas 7 e 8 são as frações eluídas com 20% de tampão BPH. As 
linhas 9 e 10 são as frações eluídas com 40% de tampão BPH. As últimas linhas correspondem as frações eluídas 
com 100% de tampão BPH. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 mL para lavagem, 5 mL para 5%, 
2 mL para 10 e 20% e 4 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%. 
6.2.2.2. Expressão e purificação de his – GlnK 
O procedimento de purificação de his–GlnK (13,03 kDa) foi idêntico ao de de his-GlnB. A 
fração solúvel obtida por centrifugação foi injetada em coluna HiTrap Chelating carregada com 
íons Ni++ e equilibrada com tampão APH. A coluna foi lavada com 5 mL de tampão APH, seguido 
da eluição com gradiente de imidazol. A eluição foi realizada em degraus com 10, 20, 40 e 100% 
de tampão BPH. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados em gel de poliacrilamida 
desnaturante e submetidos a eletroforese (figura 8). Neste caso, as frações escolhidas para 




FIGURA 9 - PURIFICAÇÃO DE his-GlnK  EM COLUNA DE ÍONS NÍQUEL. MW corresponde ao marcador de peso 
molecular (kDa, valores indicados à esquerda). As linhas 1 a 5 correspondem respectivamente ao extrato bruto, 
fração solúvel, fração insolúvel, proteínas não ligadas na coluna e lavagem com tampão APH. As linhas 6 e 7 
correspondem as frações eluídas com 10% do tampão BPIIH. As linhas 8 e 9 são as frações eluídas com 20% de 
tampão BPH. As linhas 10 e 11 são as frações eluídas com 40% de tampão BPH. As últimas linhas correspondem 
as frações eluídas com 100% de tampão BPH. 
6.3. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA GlnD 
A purificação da proteína GlnD (96,96 kDa) foi realizada como descrito no item 4.7. 8. A 
proteína não parece ter sido expressa em grandes quantidades e a purificação não resultou em 
frações totalmente puras. No entanto, o grau de purificação obtido já é o suficiente para o ensaio 
de uridililação. A eluição foi feita em degraus, com 10, 20, 40 e 100% de tampão PD2. E as 
frações de 10% e a primeira fração eluída com 20% foram unidas e dialisadas contra o tampão 
PD3. Após a diálise a proteína pura foi armazenada em refrigerador a -20ºC até o momento do 




FIGURA 10- PURIFICAÇÃO de GlnD EM COLUNA CARREGADA COM ÍONS NÍQUEL. MW corresponde ao 
marcador de peso molecular (kDa, valores indicados à esquerda).  S, proteínas solúveis, E, extrato bruto, I, proteínas 
insolúveis, N, proteínas que não se ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão PD1. 10, 20, 40 e 100% 
correspondem as frações eluídas com tampão PD. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para 
lavagem,2 mL para 10, 20 e 40% e 4 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-
PAGE 15%.  
6.4. TESTES DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 em JM109 (λDE3) pRT22 
A expressão de NifAQ6 em E. coli a partir de pAAS1637 foi realizada em meio LB na 
presença de antibióticos. Após a indução com 0,5 mM de IPTG, a 30ºC por 3 horas, as células 
de E. coli JM109(γDE3) sem plasmídeo e células contendo pRT22 e pAAs1637 foram 
ressuspendidas em tampão de ressuspensão (50 mM de Tris- HCl pH 7,5; 100 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 20% glicerol, 1 mM de ATP, 5 mM 2OG). Uma alíquota de extrato bruto foi reservada, e 
as frações solúvel e insolúvel foram obtidas por centrifugação do extrato bruto por 30 minutos a 
15000 x g a 4ºC. Para a verificação da expressão das proteínas nos extratos e frações, cinco 
microlitros de proteínas foram aplicados em gel SDS-PAGE. O gel resultante é mostrado na 
figura 10. A figura 10 mostra que tanto NifAQ6 quanto GlnK foram superexpressas em E. coli 




FIGURA 11 - TESTE DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 em E. coli JM109(λDE3) pRT22. A linha MW contém o marcador 
de massa molecular com as respectivas massas em kDa indicadas à esquerda. As linhas 1, 2 e 3 contêm, 
respectivamente, o extrato bruto, fração solúvel e fração insolúvel da estirpe de E. coli JM109 (λDE3). As linhas 4, 
5 e 6 contêm, respectivamente, o extrato bruto, fração solúvel e fração insolúvel da JM109 (λDE3), contendo o 
plasmídeo pRT22. As linhas 7, 8 e 9 contém o extrato bruto, fração solúvel e fração insolúvel de JM109 (λDE3) 
pRT22, transformado com o plasmídeo pAAS1637. 
Visto que uma parcela da proteína se encontra na fração insolúvel, foi investigado se 
outras concentrações de indutor poderiam aumentar a solubilidade da mesma. A indução foi feita 
a 30ºC por 3 horas, com 0 µM, 5 µM, 20 µM, 100 µM, 500 µM de IPTG. A coleta do extrato bruto 
e das frações solúveis foi feita da mesma forma descrita anteriormente. O resultado está 
apresentado na figura 11.  Neste teste, foi visto que nas concentrações de 100 µM e 500 µM a 
proteína apresenta uma solubilidade parecida, portanto para as expressões em volume maior, 




FIGURA 12 - TESTE DE EXPRESSÃO DE NifAQ6 EM DIFERENTE CONCENTRAÇÕES DE IPTG. A linha 1 contém 
o marcador molecular com as respectivas massas em kDa indicadas à esquerda.  As letras B, S e I, correspondem 
respectivamente ao extrato bruto, fração solúvel e fração insolúvel. 
6.5. PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 
Após as melhores condições para superexpressão de NifAQ6 (59,74 kDa) serem 
determinadas, a expressão em larga escala para purificação passou a ser feita com 100 µM de 
IPTG a 30ºC por 3 horas, em 400 mL de cultura. A cultura foi centrifugada e o pellet ressuspenso 
em tampão A – co para a sonicação em banho de gelo.A fração solúvel obtida através da lise 
celular por sonicação e centrifugação a 15000 x g por 30 minutos, a 4ºC, foi injetada em uma 
coluna Hitrap Chelating 1 mL carregada com íons Co2+  e equilibrada com tampão A–co. As 
proteínas não ligadas à coluna e a fração resultante da lavagem da mesma com tampão A-co 
foram coletadas separadamente. Frações enriquecidas com NifAQ6 foram eluídas ao longo de 




FIGURA 13-PURIFICAÇÃO de NifAQ6 EM COLUNA CARREGADA COM ÍONS COBALTO. MW corresponde ao 
marcador de peso molecular (kDa, valores indicados à esquerda).  S, proteínas solúveis, E, extrato bruto, I, proteínas 
insolúveis, N, proteínas que não se ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão A-co. 10, 20, 40 e 100% 
correspondem as frações eluídas com tampão B-co. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para 
lavagem,2 mL para 10, 20 e 40% e 4 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-
PAGE 15%.  
As frações eluídas além de estarem enriquecidas com NifAQ6, também estão 
enriquecidas com GlnK, o que indica que possivelmente as duas proteínas estão interagindo 
durante a purificação (figura 12). Apesar desse indício de uma interação in vitro entre as duas 
proteínas, ainda é importante verificar a interação com mais precisão nos ensaios de pull - down. 
Para que esses ensaios sejam realizados, é interessante que a proteína NifAQ6 esteja pura, na 
ausência de GlnK. Sendo assim, as frações que foram eluídas com 20, 40 e 100% de tampão A-
co foram unidas e diluídas até a concentração de 20 mM de Imidazol. Em seguida a amostra foi 
injetada na coluna HiTrap Heparin 1 mL, equilibrada com tampão A-hep. As proteínas não ligadas 
à coluna e a fração resultante da lavagem da mesma com tampão A-co foram coletadas 
separadamente. A eluição foi feita com tampão B-hep em um gradiente em degraus de 10, 20, 




FIGURA 14 -PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE HEPARINA. .O MW corresponde ao marcador de peso 
molecular (kDa, valores indicados à esquerda). As linhas 1, 2 e 3 correspondem respectivamente ao extrato bruto, 
fração solúvel e fração insolúvel. A linha 4 contém as proteínas não ligadas, a linha 5 é fração obtida da lavagem da 
coluna com tampão A-hep. A linha 6 se refere a concentração de 5% de tampão B-hep. As linhas 7 e 8 se referem 
a concentração de 10% de tampão B-hep. As linhas 9 e 10 se referem a concentração de 20% de tampão B-hep. 
As linhas 11, 12, 13 e 14 se referem a concentração de 100% de tampão B-hep. 
Esta segunda etapa de purificação mostrou que a proteína NifAQ6 não interage bem com 
a coluna de heparina, e que a recuperação de NifAQ6 foi muito baixa. Portanto, os próximos 
passos foram tentar otimizar a purificação de NifAQ6 utilizando diferentes colunas. A primeira 
coluna utilizada foi a HiTrap QFF FF de 1 mL, onde foi injetado a fração solúvel, proveniente da 
expressão de NifAQ6 a partir do plasmídeo pAAS1637. A coluna foi pré–equilibrada com tampão 
A-hep, a lavagem da coluna foi feita com o mesmo tampão. E a eluição foi realizada utilizando o 




FIGURA 15- PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE TROCA IÔNICA. MW corresponde ao marcador de peso 
molecular (kDa, valores indicados à esquerda).  S, proteínas solúveis, E, extrato bruto, I, proteínas insolúveis, N, 
proteínas que não se ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão A-hep. 5, 10, 20 e 100% correspondem as 
frações eluídas com tampão B-hep. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para lavagem,1 mL 
para 10, 20 e 40% e 2 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%.  
Neste gel (figura 14), podemos observar que novamente a proteína de interesse se 
encontra em maior parte na fração não ligada. O passo seguinte foi testar a coluna HiTrap Phenyl 
FF de 1 mL, uma coluna de interação hidrofóbica. Nessa tentativa foi injetada a fração não ligada 
proveniente da purificação interior, na coluna previamente carregada com tampão B-hep. A 
lavagem foi realizada com 5 mL do mesmo tampão e a eluição foi feita em degraus utilizando o 




FIGURA 16- PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA. MW corresponde ao 
marcador de peso molecular (kDa, valores indicados à esquerda). I, proteínas injetadas, N, proteínas que não se 
ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão B-hep. 10, 20, 40, 60, 80 e 100% correspondem as frações 
eluídas com tampão A-hep. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para lavagem,1 mL para 10, 
20, 40, 60 e 80% e 2 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%. 
Mais uma vez, a maior parte da NifAQ6 se encontra na fração que não se ligou a coluna.  
Outra coluna de interação hidrofóbica foi testada, a HiTrap Octyl FF de 1 mL. Foi adicionado a 
fração não ligada na coluna da última purificação KCl até a concentração final de 1 M de sal. Em 
seguida essa fração foi injetada na coluna pré-equilibrada com tampão B-hep. A eluição foi feita 




FIGURA 17 - PURIFICAÇÃO DE NifAQ6 EM COLUNA DE INTERAÇÃO HIDROFÓBICA. . MW corresponde ao 
marcador de peso molecular (kDa, valores indicados à esquerda). I, proteínas injetadas, N, proteínas que não se 
ligaram a coluna, L, lavagem com 5 mL de tampão B-hep. 10, 20, 40, 60, 80 e 100% correspondem as frações 
eluídas com tampão A-hep. As frações foram coletadas em volumes diferentes, 5 ml para lavagem,1 mL para 10, 
20, 40, 60 e 80% e 2 mL para 100%. Cinco microlitros de cada fração foram aplicados no gel SDS-PAGE 15%. 
Como novamente a maior parte da proteína de interesse se encontra na fração não ligada, 
nenhuma dessas colunas parecem ser as corretas para purificar a NifAQ6, pelo menos não nas 
condições e tampões testados. Sendo assim, o protocolo de purificação definido para seguir os 
experimentos se mantém sendo o que é utilizado a coluna HiTrap Chelating carregada com íons 
cobalto. Para a diálise as frações enriquecidas com NifAQ6 foram dialisadas contra o tampão de 
diálise (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM KCl, 50% glicerol e 100 mM Imidazol). É importante 
mencionar aqui, que sem imidazol, a proteína NifAQ6 tende a precipitar durante a diálise, 
portanto foi testado algumas concentrações de imidazol durante a diálise. E na presença de 100 
mM de imidazol, a proteína parece se manter mais estável. Por fim, a NifAQ6 purificada foi 
armazenada a 4ºC até o momento do uso.  
6.6. URIDILILAÇÃO DA PROTEÍNA His-GlnB 
Esse ensaio foi feito como descrito na seção 4.7.11, foi aplicado 5 µL da reação em um 
gel de poliacrilamida não desnaturante, a corrida foi realizada a 100 V por 4 horas para 
separação das bandas. Cada resíduo de UMP adicionado à proteína aumenta a taxa de migração 
dos trímeros de PII, ou seja, quanto mais uridililada a proteína, mais rápida é a migração. A 
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proteína uridililada foi a GlnB com cauda de histidina (figura 17), o resultado esperado para a 
proteína uridililada seria de um a quatro bandas, dependendo do estado de uridililação dos 
trímeros de PII (PII-UMP0, PII-UMP1, PII-UMP2, PII-UMP3), no entanto nesse gel é possível 
observar seis bandas. A explicação mais plausível para esse efeito seria a interação entre dois 
trímeros de PII.  
 
FIGURA 18- URIDILILAÇÃO DE His - GlnB COM CAUDA DE HISTIDINA. N correspodende a proteína não uridililada 
e U a proteína após o experimento de uridililação.  Os números 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 à direita indicam a presença de 
um, dois, três, quatro, cinco, ou seis monômeros de PII uridililados na preparação.  
6.7. ENSAIOS DE PULL- DOWN 
Os ensaios de pull–down foram realizados para observar a interação direta entre a NifAQ6 
e as proteínas PII. O primeiro ensaio foi feito com as proteínas GlnK nativa e NifAQ6 com cauda 
de histidina purificadas como descrito nos itens (4.7.6 e 4.7.9). O primeiro ensaio foi realizado na 
presença dos efetores que se ligam a PII (3 mM ATP, 10 µM ou 2 mM 2OG); no entanto, não foi 
possível observar interação entre as proteínas, o que levou a supor que seria possível que 
estivesse faltando algum cofator necessário para interação. Por isso, o ensaio seguinte foi 
realizado com os possíveis cofatores que estão relacionados ao metabolismo de carbono (ATP, 
2OG, solução de microelementos, casaminoácidos, FMN, NADPH, NADH, NAD+ e NADP+).  
Como esse ensaio foi preliminar, as reações foram divididas entre cofatores oxidados e 






Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
ATP (3 mM) - + + + + + + + + 
2OG (10 µM) - - + - - - - - - 
2OG ( 2 MM) - - - + + + + + + 
Microelementos (10%) - - - - + - - - - 
Casaminoácidos (1%) - - - - - + - - - 
FMN (2 mM) - - - - - - + - - 
NADPH (2 mM) - - - - - - + - - 
NADH (2 mM) - - - - - - + - - 
NAD+ (2 mM) - - - - - - - + - 
NADP+ (2 mM) - - - - - - - + - 
LB (1%) - - - - - - - - + 
 
O resultado desses ensaios pode ser visualizado na figura 17.  
 
FIGURA 19 - ANÁLISE POR SDS - PAGE DE FRAÇÕES ELUÍDAS DE MAGNEHIS APÓS ENSAIOS DE 
INTERAÇÃO GlnK E NifAQ6 PURIFICADAS. Cinco microlitros de cada fração foram analisados por SDS – PAGE 
em gel 15%. A primeira banda corresponde ao marcador de peso molecular (kDa). Os sinais de “-“ e “+” indicam 
ausência e presença de NifAQ6 e GlnK. Os números correspondem aos ensaios descritos na tabela acima. 
Como é possível observar na figura 17, não se pôde recuperar GlnK em nenhuma das 
condições testadas, e nenhum dos efetores parece fazer diferença. Uma explicação possível 
aventada foi que a quantidade de NifAQ6 utilizada neste ensaio não seria suficiente para 
observar a captura de GlnK. Uma vez que não foi possível obter NifAQ6 purificada em 
quantidade, optou-se por realizar o ensaio usando, em vez de NifAQ6, as proteínas PII de H. 
seropedicae com cauda de histidina como bait. Para isso, os genes que codificam GlnK e GlnB 
foram clonados no vetor pET28a, com o objetivo de expressar a duas proteínas com cauda de 
histidina, conforme descrito na seção 4.7.3. Assim, as proteínas PII, mais fáceis de obter em 
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quantidade e pureza adequadas, seriam as proteínas a interagir com a resina Magnehis, e seria 
possível utilizar a fração solúvel obtida da superexpressão de NifAQ6 nativa, a partir do 
plasmídeo pAAS1518, em vez de NifAQ6 purificada. 
Sob essas condições, os primeiros ensaios foram realizados com 30 µg de PII e 200 µL 
da fração solúvel obtida da superexpressão de NifAQ6 nativa, a partir do plasmídeo pAAS1518. 
Esses ensaios foram realizados na ausência e presença dos efetores 2OG (10 µM ou 2 mM), 
ATP (3 mM) e ADP (3 mM). A escolha da concentração dos cofatores foi realizada baseado no 
estudo de Oliveira et al., 2015, em que se caracterizou a ligação dos efetores às proteínas PII de 
H. seropedicae, calculando a afinidade de cada efetor aos três sítios de ligação a proteína GlnK.  
Neste ensaio de interação, foi avaliada a capacidade de interação tanto de GlnB quanto 
GlnK com NifAQ6.  Nos ensaios mostrados nas figuras 19 e 20, é possível observar que há 
interação direta entre NifAQ6 e as proteínas PII, GlnB e GlnK, e que, além disso, essa interação 
parece não depender dos efetores adicionados. Já no ensaio mostrado na figura 21, onde foi 
utilizado a proteína GlnB uridililada com cauda de histidina como bait, nota-se que os efetores 
parecem influenciar na interação com NifA. Visto que nos ensaios com ATP e ATP + 2OG foi 
possível observar bandas com maior sinal de NifAQ6 em relação aos controles.  
No trabalho de Oliveira et al. (2012), foi observado um resultado similiar através de um 
experimento de proteólise limitada usando o domínio GAF de NifA de H. seropedicae purificado 
e GlnK. Nesse experimento, os autores verificaram que os efetores (ATP e 2OG) não parecem 
influenciar na interação entre o domínio GAF de NifA e GlnK não uridililada. No entanto, nesse 
mesmo trabalho, ele observou que, utilizando GlnK uridililada, a presença e a concentração dos 
efetores parece influenciar na interação de GlnK com o domínio GAF de NifA.  Em outras 
proteobactérias, os efetores ATP, ADP e 2OG, influenciam na interação da NifA com outras 
proteínas. Por exemplo, em A. vinelandii, o ATP é necessário para estabilizar a ligação entre NifL 
e NifA (MONEY et al., 1999). Já o 2- OG se liga ao domínio GAF de NifA de A. vinelandii, 
atenuando a repressão por NifL (LITTLE & DIXON, 2003). Em Azospirillum brasilense os efetores 
2-OG e ATP são necessários para interação do domínio GAF N- terminal de NifA com a proteína 






FIGURA 20 -  ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His-GlnB. (A) Frações eluídas de Magnehis após o ensaio de 
interação com os cofatores ATP e 2OG. Cinco microlitros de cada fração foram analisados por SDS-PAGE em gel 15% Os sinais 
“-” indicam ausência de proteína, enquanto os sinais “+” indicam presença de proteína. (B)  Frações eluídas de Magnehis após 
o ensaio de interação com o cofator ADP, E, extrato bruto, S, fração solúvel (que foi utilizada no ensaio), fração insolúvel. % Os 
sinais “-” indicam ausência de proteína, enquanto os sinais “+” indicam presença de proteína. (C) e (D) correspondem a 
quantificação do sinal de NifAQ6 por densitometria.  
 
FIGURA 21 - ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His-GlnK. (A) Frações eluídas de Magnehis após o ensaio de interação com os 
cofatores ATP e 2OG. Cinco microlitros de cada fração foram analisados por SDS-PAGE em gel 15% Os sinais “-” indicam ausência de proteína, 




FIGURA 22- INTERAÇÃO DE NifAQ6 COM His- GlnB URIDILILADA. (A) Frações eluídas de Magnehis após o ensaio 
de interação com o cofator ATP e 2OG. Cinco microlitros de cada fração foram analisados por SDS-PAGE em gel 
15% Os sinais “-” indicam ausência de proteína, enquanto os sinais “+” indicam presença de proteína. (B) 
corresponde a quantificação do sinal de NifAQ6 por densitometria. 
Com a intenção de descobrir quais resíduos de NifAQ6 estão envolvidos na interação com 
as proteínas PII, utilizamos o mesmo desenho experimental do pull–down realizado acima, mas 
agora utilizando outras 43 variantes de NifAQ6. Essas variantes foram construídas por diversas 
abordagens por Stefanello (2011, 2014, 2018). Os resultados apresentados são preliminares, 
devido a dificuldades com a expressão de algumas das variantes testadas e à dificuldade 
apresentada por algumas das variantes, que interagem moderadamente com a resina na 
ausência de PII nas condições experimentais testadas.  As variantes de NifA que geraram os 
resultados mais claros são mostradas na figura 22. Estes resultados sugerem que as variantes 
expressas a partir dos plasmídeos 255 – 1, 255 – 2 e 253 – 1(tabela 1), são capazes de interagir 
com GlnB, o que indica que os resíduos 190, 185, 194 e 341, não estão envolvidos na interação 
com a GlnB, ou que pelo menos as substituições realizadas não influenciaram na interação. Uma 
vez que estas variantes pertencem a um grupo de mutantes aleatórios de NifAQ6 que foi 
selecionado para ter atividade na ausência de GlnK (STEFANELLO, 2018), este resultado está 
de acordo com o modelo proposto de separação espacial entre a porção do domínio GAF que 
interage com GlnK (localizada entre os resíduos 14-164) e a porção que transmite a inibição do 
domínio GAF para o domínio central (resíduos 176-194) – mutações nesta última região tornam 




FIGURA 23 – ENSAIOS DE INTERAÇÃO DE GlnB COM VARIANTES DE NifAQ6. (A) e (B) Frações eluídas de 
Magnehis após o ensaio de interação. Cinco microlitros de cada fração foram analisados por SDS-PAGE em gel 
15% Os sinais “-” indicam ausência de proteína, enquanto os sinais “+” indicam presença de proteína. (C) e (D) 







7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Este trabalho pôde mostrar, pela primeira vez, a interação entre uma variante de NifA de H. 
seropedicae e proteínas PII, por meio de um ensaio bastante aceito para a demonstração de 
interação proteína-proteína, que há interação direta entre NifA e PII de H. seropedicae, e que a 
interação ocorre mesmo na ausência de efetores de PII. O desenvolvimento desta ferramenta 
será bastante útil para complementar resultados obtidos com a avaliação de atividade de 
sistemas NifA/PII em E. coli, permitindo diferenciar entre a ausência de atividade de NifA devida 
à ausência de interação entre NifA e PII e a devida a outras causas. 
Os experimentos deste trabalho dão suporte à sugestão feita por Oliveira e colaboradores 
(2012) de que a interação entre NifA e GlnK pode ocorrer sempre, com a ativação só ocorrendo 
na presença da combinação correta de efetores de PII. Isso permite refinar um pouco mais o 
modelo do mecanismo fisiológico para a regulação da atividade de NifA em resposta a amônio 
(figura 22), sumarizado por Stefanello (2018); a proposta de interação entre PII e NifA na 
presença de amônio / baixa concentração de 2OG, torna-se mais provável. 
 
FIGURA 24- MECANISMO FISIOLÓGICO PARA A REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DE HsNiFA EM RESPOSTA A 
AMÔNIO. (A), presença de amônio. O domínio GAF dimérico de hsNifA mantém os domínios AAA+ dimerizados 
através da hélice conectora intacta, inibindo sua atividade. GlnB é a única proteína PII presente no citoplasma, e 
interage com NifA, idependente da concentração intracelular de 2-OG. Mas não é capaz de promover a conformação 
ativadora. (B), ausência de amônio. GlnK é produzida em grande quantidade a partir do operon NtrC – dependente 
glnKamtB. GlnK ligada a 2OG interage com o domínio GAF de hsNifA de modo a causar alterações conformacionais 
no domínio GAF, que em última instância levam a desestabilização da hélice que conecta os domínios GAF e AAA+ 
(em vermelho). A interação GAF-GlnK envolve a face de GlnK que contém o T-loop. A uridililação não tem 
importância direta, e o T-loop propriamento dito provavelmente não interage. (C), choque de amônio. Com o 
aumento súbito da concentração de amônio, GlnK é desuridililada e passa a interagir com AmtB na membrana, 
tornando-se menos disponível no citoplasma. Ao mesmo tempo, a ausência de 2OG converte GlnK ligada a hsNifA  
à a sua conformação não- ativadora, permitindo que a hélice conectora entre GAF e AAA+ se reestruture, forçando 
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